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La nanotecnología ha contribuido al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas 
para el tratamiento del cáncer y enfermedades infecciosas, entre otras. Por 
ejemplo, las nanopartículas (NP) se utilizan como vehículos para la entrega eficaz 
de los compuestos bioactivos a sitios deseados de acción. En particular, las 
nanopartículas de oro (NPAu) se han utilizado para la liberación de fármacos 
espacio-temporalmente controlada, ya que aumentan la selectividad para los 
objetivos deseados y previenen los efectos secundarios adversos. NPAu tienen la 
capacidad de absorber la radiación electromagnética y disipar la energía a nivel 
local (nanométricamente). Esto facilita la llamada "cirugía molecular", en el que las 
células malignas se destruyen selectivamente, y también permiten la liberación de 
un compuesto antitumoral en un sitio específico en el cuerpo. Esta alta absorción 
de energía resulta de la interacción de NPAu con la radiación electromagnética 
que causa la oscilación coherente de electrones en la superficie de la NP, que es 
un fenómeno conocido como resonancia de plasmón superficial (SPR). La SPR se 
produce a diferentes longitudes de onda y es dependiente de la forma, tamaño y 
composición de los AuNP. Nanobarras de oro (NPAu-b) presentan bandas SPR en 
longitudes de onda de infrarrojo cercano (NIR). Los tejidos son transparentes a la 
radiación en esta región del espectro, y la extensa penetración resultante de la 
radiación produce efectos en los tejidos profundos. Algunas de las ventajas del oro 
incluyen su baja toxicidad y facilidad de funcionalización con moléculas que 
contienen tiolquemisorbido espontáneamente a la superficie de oro. Aunque el uso 
de NPAu en conjunción con la radiación NIR se ha demostrado para el control 
espacial y temporal de la liberación de una molécula activa, una limitante 
importante es que los fármacos usados no se unen covalentemente a la NP y por 
lo tanto podrían ser liberados abruptamente en cualquier parte del cuerpo y causar 
efectos indeseables (por ejemplo, los efectos secundarios de la terapia 
antitumoral). Para evitar este efecto el compuesto activo puede unirse 
covalentemente a la NPAu a través de un espaciador formado por un aducto de 
Diels-Alder. Así en un extremo del espaciador está unido a la NP y por el otro 
 extremo a la Carboxifluoresceína
radiación láser, el mismo se degrade por medio de una reacc
liberándose así el compuesto. De esta manera puede controlarse la entrega del 
mismo con el fin de hacer más selectiva su acción, pudiendo evitarse los efectos 
secundarios.  
El objetivo de esta unidad de investigación
superficie de la NP. La irradiación con 
energía por parte de la 
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ión retro Diels
 es evaluar la liberación de la 
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NP    :Nanopartícula 
 
NPAu    :Nanopartícula de oro 
 
NPAu-b   :Nanobarra de oro 
 
DCM    :Diclorometano 
 
DMF    :Dimetilformamida 
 
DIEA    :Diisopropiletilamina 
 
DLS    :Dynamic light scattering; Dispersión dinámica de la  
   luz 
 
MS    : del inglés "Massspectrometry" 
 
UV-Vis   :espectroscopía UV-Visible 
 
Vis-IRC   :espectroscopía UV-Visible/Infrarrojo Cercano  
 
RPS    :Resonancia de plasmón superficial 
 
RFU    :Unidades de fluorescencia relativa 
 
CF-FAM   :Carboxifluoresceina unida a la furfurilamina 
 
diSHA    :N,N'-(disulfanediylbis(ethane-2,1-diyl))bis(6-(2,5-| 




D/A    :Abreviatura para Reacción de Diels-Alder 
 
HBTU    :2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3   
   -tetramethylaminiumhexafluorophosphate. 
 
CTAB    :Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio 
 
STEM    :Del inglés "Scanningtransmitionelectronic 
    microscopy";Microscopía de barrido y transmisión 
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1.1  Nanopartículas 
El oro, es el elemento considerado “noble” por excelencia, lo cual se explica dada 
su naturaleza: es altamente no reactivo y, como tal, objetos históricos de oro han 
sido capaces de conservarse durante miles de años sin la pérdida de su brillo 
permaneciendo libres de deterioro. En su forma molecular, los compuestos de oro 
pueden cumplir diversas funciones, que van desde su uso en catálisis1-3 hasta en 
medicamentos para la artritis.4 
 
El término nano, derivado del griego “nanos” y que significa enano, se utiliza para 
describir cualquier material o propiedad que ocurre con las dimensiones de la 
escala del nanómetro (1-100 nm). 
Las NP ofrecen una serie de aplicaciones de gran interés para la biomedicina 
debido a que el tamaño de éstas puede variar desde uno a decenas de 
nanómetros, lo que las ubica en dimensiones inferiores o comparables a los de 
una célula (10-100 micras), a un virus (20-450 nm), una proteína (5-50 nm) o un 
gen (2 nm de ancho y 10-100 nm de largo) (figura 1). La ventaja de los tamaños 
de las NPs es que podrían acercarse a un objetivo biológico de interés y traspasar 




Figura 1:Esquema comparativo del tamaño de NPAu de 10 nm con respecto a átomos, moléculas, agregados 





A diferencia del oro a granel, el oro a escala nanométrica puede presentar colores 
muy llamativos, según sus formas y tamaños. Debido a esta característica, surge 
el interés de estudiar estos agregados ya sea para aplicaciones en química, en 
física, y particularmente en biomedicina. Pero más allá de su belleza, las 
nanopartículas de oro (AuNP) tienen propiedades que son fundamentalmente 
diferentes a las de otros metales.5 
Debido a su tamaño, estas nanopartículas (NP) pueden acumularse 
preferentemente en sitios de crecimiento o inflamación en un tumor y son capaces 
de penetrar en las células mediante mecanismos muy diferentes y mucho más 
eficientemente que muchas moléculas pequeñas, por lo cual, pueden emplearse 
para dirigir fármacos hacia tumores de una manera efectiva.8,9 Por otra parte, 
debido a la reactividad que presenta su superficie, las hace muy versátiles para 
unirse a diferentes moléculas activas, por ejemplo, a anticuerpos u otras 
moléculas con una actividad determinada y de esta manera conseguir que 
selectivamente interaccionen a objetivos terapéuticos. Las AuNP poseen la 
capacidad de absorber energía en forma de luz, disipándola localmente como 
calor, produciendo así la denominada ablación térmica altamente específica para 
tejidos tumorales o infectados.10 Además, las AuNP tienen la capacidad de 
absorber cantidades copiosas de radiación de rayos X pudiendo ser usadas para 
mejorar la radioterapia en tratamientos contra el cáncer o mejorar el contraste de 
imagen de una tomografía computarizada.11 
 
Las AuNP debido a sus tamaños comparables a las de otras macromoléculas,  
como las proteínas, pueden selectivamente perturbar y modificar los procesos 
celulares. Por todas las características mencionadas, las AuNP son especies 
interesantes para ser empleadas en aplicaciones biomédicas, por lo cual, su uso 
ha sido cada vez más creciente en los últimos años debido al gran interés por el 







Figura 2: Nanopartículas de oro utilizadas en DrugDelivery (A) nanoesferas de oro (~ 15 nm); (B) nanobarras 
oro (~ 20 × 45 nm); (C) nanocápsulas de oro (~ 100 nm); (D) nanocajas de oro (~ 60 nm). 
 
 
Otra propiedad importante es que también pueden absorber radiación 
electromagnética y disiparla localmente en forma de calor a través del denominado 
efecto fototérmico, permitiendo así la destrucción selectiva de las células malignas 
o agregados tóxicos proteicos, esto sin afectar tejidos sanos de la vecindad. 
Asimismo, mediante la absorción y disipación de la energía es posible producir la 
liberación de compuestos con actividad farmacológica en un sitio y en un momento 
determinado controlándose así la entrega del fármaco de manera tal de evitar 
efectos inespecíficos en el organismo. Por ejemplo, la absorbancia y fluorescencia 
de NPAu es mucho mayor en comparación con las sales de oro, y se pueden 
visualizar desde la región visible hasta la del infrarrojo cercano (NIR) cambiando el 
tamaño, morfología y funcionalización de la nanoestructura. 
. 
Las NPAu presentan la ventaja de tener una baja toxicidad, así como también 
pueden ser fácilmente funcionalizadas con moléculas que contengan un grupo tiol 
debido al proceso de quimisorción que se produce entre éstos y la superficie de 
oro. A través de la funcionalización de nanopartículas con biomoléculas es posible 
producir el reconocimiento de células tumorales y así lograr selectividad en la 






1.2 Síntesis de Nanopartículas de oro (NPAu) 
Si bien la síntesis de NPAu-e se encuentra descrita desde 1857 por Faraday33, la 
síntesis de NPAu-b sólo ha emergido en la última década. El actual concepto de 
crecimiento espontáneo mediante núcleos proviene del trabajo descrito por Jana y 
cols34 quienes obtuvieron una dispersión coloidal de NPAu-b mediante la adición 
de NPAu-e recubiertas con citrato (a modo de centros de nucleación) a una 
disolución de crecimiento obtenida mediante la reducción de HAuCl4. De esta 
manera se forman NPAu-b de una relación de aspecto largo:ancho de entre 3 y 
18. Este mismo grupo introduce la idea de agregar AgNO3 para modular la 
relación de aspecto de estos materiales35 consiguiendo menor contaminación con 
AuNP-e y una distribución de tamaño de AuNP-b más angosta. Posteriormente, se 
introdujeron dos modificaciones por parte de Nikoobakht y El-Sayed obteniendo 
aún mejores resultados.36 Se reemplazó el citrato por CTAB como estabilizador en 
el proceso de la formación de los núcleos y se varió la cantidad de iones de plata 
para controlar la relación de aspecto. De esta forma se consiguió disminuir casi en 
su totalidad la aparición de otras formas en la síntesis. El protocolo de síntesis de 
NPAu-b empleado en esta memoria tuvo en cuenta estas publicaciones y la 
publicación de Alice McQueen37 donde se incorpora HCl de 0,1M a la solución de 
crecimiento, obteniendo mayor reproducibilidad para la síntesis de NPAu-b de 
relación de aspecto cercana a 4.  
 
La síntesis realizada considera dos pasos (figura 3):  
i) Obtención de una solución de núcleos mediante la reducción de HAuCl4 
con NaBH4 en presencia de CTAB, generando así núcleos de oro de un 
tamaño de 4 nm.  
ii) Adición de estas semillas de oro a una solución de crecimiento con 
iones Au+  en CTAB, la cual es obtenida por la reducción de  HAuCl4  















Figura 3: Esquema representativo de la síntesis de NPAu-b. A) Obtención de núcleos de oro, B) Obtención de 
la solución de crecimiento y NPAu-b. 
  
Se han propuesto dos mecanismos a través de los cuales se produce el 
crecimiento de las NPAu-b una vez que son agregadas las semillas a la solución 
de crecimiento. Uno de ellos propone un crecimiento preferencial direccionado por 
el surfactante38,39 debido a una unión preferencial del CTAB en las caras del 
núcleo cristalino y el otro mecanismo consiste en el crecimiento dirigido por campo 
eléctrico40 donde el complejo CTAB-AuCl2
- se une a las semillas cubiertas por 
CTAB mediante colisiones que son controladas por la doble capa eléctrica dando 
origen a la forma asimétrica.Sin embargo, estas teoríasno introducen el rol que 
juegan los iones Ag+ en el crecimiento cristalino de una NPAu-b. Varios estudios 
se realizaron para determinar su rol, en base a esto Jana y cols.36 han propuesto 
que al introducir AgNO3 a una solución de CTAB se produce la formación de un 
par Ag-Br, lo que finalmente produce una deposición de la plata en la superficie de 
la NPAu-b produciendo una restricción en su crecimiento. Liu y cols41 sugirieron 
que la deposición de Ag mediante reducción sobre la superficie de la NPAu-b, se 
produce por un proceso denominado deposición bajo-potencial (UDP) pues si bien 
Ag+ no puede ser llevada a Agº por el ácido ascórbico a pH ácido, es posible que 
 17 
 
esto suceda en presencia de un sustrato metálico formando así una monocapa 
metálica a un potencial mucho más bajo que el necesario para la reducción.  
Combinando estos antecedentes y varias técnicas se propuso un mecanismo de 
crecimiento basado en la deposición bajo-potencial de Ag y el crecimiento dirigido 
por campo eléctrico (figura 4).42En este mecanismo AuCl4
-  es unido a CTAB 
mediante micelas y luego de esto, reducido formando micelas CTAB- AuCl2
-, el 
AuCl2
-  en las micelas de CTAB migra hacia las semillas esféricas recubiertas con 
CTAB por interacciones con el campo eléctrico.  La simetría de la esfera es 
eliminada en las diferentes caras por una unión preferencial del CTAB a la cara 
{110}. Los iones de Ag+ se depositan en la cara {110} más rápidamente que en la 
cara {100}, lo que resulta en un crecimiento en forma de barra a lo largo de la 
dirección {100}. Una vez finalizada la deposición de los iones de Ag+ sobre la cara 























1.3 Estabilidad de las NPAu 
 
Las dispersiones de NPAu son un sistema coloidal donde la fase dispersa 
corresponde a las nanopartículas y el medio líquido, en las que se mantienen, es 
la fase dispersante. Las características de las dispersiones de las NPAu  son  las  
de  un  coloide  liófobo  o  liofóbico.  
 
Esto  significa  que  la  dispersión  es termodinámicamente  inestable,  a  
diferencia  de  lo  que  ocurre  en  un  coloide  liofílico donde  la  dispersión  es 
más  estable  que  los  componentes.  Esto  significa  que eventualmente, se 
observará separación de las fases, es decir, las NPAu se agregarán o coagularán. 
Sin embargo, la velocidad de separación de las fases puede ser infinitamente 
lenta. 
 
En  general,  las  partículas  dispersas  en  un  sistema  acuoso  adquieren  una  
carga superficial. La carga intrínseca de la partícula más los iones fijos adsorbidos 
conforman lo que se conoce  como  la  doble  capa  eléctrica.  El  espesor  de  
esta  capa  es  la  longitud  de apantallamiento de Debye (κ-1). Las cargas que 
quedan por dentro de esta longitud no ejercen fuerza efectiva, fenómeno 
denominado apantallamiento. Las  cargas  superficiales  modifican  la  distribución  
de  los  iones  circundantes,  lo  que resulta en una zona alrededor de la partícula 
que es eléctricamente diferente al seno de la solución (figura 5). Esta zona puede 
dividirse en dos partes: la capa interior adherida fuertemente  a  la  partícula,  y  
que  se  desplaza  junto  con  la  partícula,  llamada  capa  de Stern, y una región 
exterior, que se hace difusa a medida que aumenta la distancia desde la 
superficie. El potencial zeta (ζ) es  la diferencia de potencial entre la capa difusa y 
el seno de la solución,  y por lo general se expresa en milivoltios (mV). Es una 
medida de la magnitud de la repulsión o atracción eléctrica entre las partículas que 








Figura 5:Potencial Zeta. El plano de corte está representado por el círculo gris, y la letra C. La línea roja 
representa el radio de la partícula. La línea verde, K-1 es la longitud de Debye, y el potencial zeta es el 
potencial eléctrico a la distancia C. 
 
Su medición confirma el mecanismo de estabilización de un coloide, sea 
electrostático o estérico, al tiempo que es clave para el control electrostático de 
una dispersión coloidal. Un potencial zeta de gran magnitud se correlaciona con 
una alta estabilidad coloidal; las partículas con un alto potencial zeta, ya sea 
positivo o negativo, se repelerán unas conotras. 
 
1.4 Plasmón de superficie 
Las dispersiones coloidales de NPs principalmente de oro, plata y cobre han 
llamado la atención  desde  hace  muchos  siglos  debido  al  intenso  color  que  
éstas  presentan.  Esta propiedad ha sido estudiada por muchos científicos y fue 
Gustav Mie quien resolviendo las ecuaciones de Maxwell, con las adecuadas 
condiciones límites para esferas, atribuyó éste color (figura6)a la interacción de 









Figura 6:Dispersiones de nanopartículas de oro. Los distintos colores de nanopartículas de oro varían según 




Al interaccionar las nanopartículas metálicas con un campo electromagnético se 
genera una  oscilación  (misma  frecuencia)  entre  los  electrones  de  la  banda  
de conducción  del metal y la radiación electromagnética incidente. Esta oscilación 
es conocida como  resonancia  de  plasmón  de  superficie  (RPS)  y  genera  una  
intensa  banda  de absorción detectable mediante espectroscopia UV-visible, en la 










Figura 7: Esquema de la interacción de la radiación electromagnética con las NPAu. Un dipolo oscila en fase 





Como  se  observa  en  la  figura 7,  al  interaccionar  un  campo  electromagnético  
con  lananopartícula,  esta  última  se  polariza  generando  oscilaciones  del  tipo  
dipolar  y/omultipolar.  El  máximo  de  absorbancia  del  RPS  es  dependiente  del  
tamaño  de  la nanopartícula. Así, en nanopartículas con diámetros mayores a 20 
nm la contribución de modos  de  mayor  orden  (dipolo,  cuadrupolo,  etc.)  
generan  un  desplazamiento batocrómico  de  la  banda  de  absorción,  esto  
debido  a  que  las  nanopartículas  de  mayor tamaño  no  pueden  polarizarse  
homogéneamente.  Para  este tipo  de  nanopartículas  el fenómeno  de  
dispersión  comienza  a  ser  importante  dentro  del  fenómeno  global  de 
extinción de la luz.10Para  las  AuNP  de  diámetro  menor  a  20  nm  sólo  las  
contribuciones  de  los  modos dipolares afectan al fenómeno de extinción.10 En 
este caso, el máximo de absorbancia también se ve afectado por el tamaño de la 
nanopartícula. A medida que disminuye el tamaño  de  la  nanopartícula  la  
absorción  de  la  RPS  sufre  un  desplazamiento hipsocrómico. Es  importante  
destacar  que  la  dispersión  en  el  tamaño  de  las  partículas  reales    produce  
un  ensanchamiento en  la  banda  de  absorción  al visible. 
 
1.5 Plasmón superficial y Espectroscopia UV-Vis 
Entre  las  técnicas  más  utilizadas  para  caracterizar  a  las  NPAu  se  encuentra  
laEspectrofotometría  UV-Visible,  la  cual  brinda  información  sobre  la  
concentración,  eltamaño y homogeneidad del tamaño de las nanopartículas, 
comparando la radiación luminosa absorbida o transmitida por una solución de 
NPAu respecto de un blanco. De este modo la  concentración  se  relaciona  con  
la  absorbancia  en  el  pico  máximo  de  absorción,  el tamaño con la posición del 
pico respecto al eje X correspondiente a la longitud de onda mientras que la 
homogeneidad (tamaño de las NP) con el ancho de la señal. Los coloidesde  oro,  
los  cuales  se  caracterizan  por  su  intenso  color  rojo,  absorben  luz  en  la  
regiónverde-azul del espectro.11Esta absorción depende de ciertos factores como 
el tamaño de las  NPAu,  su  estado  de  agregación  y  de  la  frecuencia  de  
RPS,  característico  de  las partículas metálicas.12 De esta manera las NPAu de 




1.6Dispersión dinámica de la luz para caracterización de nanopartículas. 
 
La dispersión dinámica de la luz (DLS) (DLS; del inglés Dynamic light scattering) 
es una técnica utilizada para medir el radio hidrodinámico de las partículas (figura 
8), por lo general, enla región sub-micrométrica. La DLS mide el movimiento 
browniano relacionándose elmismo  con  el  radio hidrodinámico  de  las  
partículas  determinándose  la  dispersión  de  la  luz  por  lainteracción de la 
misma con las partículas. El movimiento browniano, es el movimiento aleatorio de 
las partículas debido a los choques dados por las moléculas del solvente que las 
rodean.  Normalmente,  la  DLS  tiene  que  ver  con  la  medición  de  las  
partículassuspendidas  en  un  líquido.  Cuanto  más  grande  sea  la  partícula,  
más  lento  será  elmovimiento browniano. Las partículas más pequeñas son 
“chocadas” por las moléculasde disolvente y se mueven con mayor rapidez. La 
velocidad del movimiento browniano se  define  por  una  propiedad  conocida  

















La fluorescencia se define como la emisión de fotones que se producen durante 
los procesos de relajación molecular de estados electrónicos excitados. Estos 
procesos fotónico simplican las transiciones entre estados electrónicos y 
vibracionales de moléculas fluorescentes (figura 9).La fluorescencia es medida 
mediante un  "espectrofluorímetro" en unidades de fluorescencia relativa (R.F.U.), 




Figura 9: Esquema del diagrama de Jablonski sobre la fluorescencia y fosforescencia 
 
La carboxifluoresceína (CF) tiene la propiedad de poseer un grupo fluoróforo, 
componente de la molécula hace que ésta sea fluorescente (figura 10). 
En la presente unidad de investigaciónla CF será desprendida de la superficie de 
una nanopartícula como modelo de un prototipo de utilización biológica, el cual 
será utilizado como indicador de la liberación de moléculas bioactivas. 
 
Figura 10: Imagen de una solución de 5(6)-Carboxifluoresceina en metanol 
 
 
 1.8 Reacciones Diels-Alder
La reacción de Diels-Alder,
+ 2) entre dieno y dienófilo
grupo de las reacciones "clic" conocida como versátil, eficiente y selectiva. 
 
Figura 11: Reacción de Diels-Alder entre benzoxazina orientada al grupo furano (GF) y la N
(PMI) formando el aducto Diels-Alder
 
Por otra parte, las reacciones de Diels
apropiada, tienen una reacción inversa llamada reacción de retro
Alder15(figura 12). 
 
Figura 12: Reacción de Retro Diels
y la N-fenilmaleimida (PMI). 
 
En esta unidad de investigación se estudiará la liberación de la 
carboxifluoresceína desde una nanopartícula de oro 
Diels-Alder producida por el efecto de la irradiación.
 
 
 es conocida también como reacción de ciclo adición (4 








-Alder de la figura 11, entre la benzoxazina orientada al grupo furano (GF) 










1.9 Moléculas capaces de liberar fármacos 
La literatura muestra un desarrollo en los estudios de nuevos métodos para la 
entrega de especies químicas, mediante control espacial y temporal, utilizando luz 
visible de baja energía la cual ofrece ventajas en terapias fotodinámicas.59 El 
hecho de que las NP absorben luz de frecuencias específicas (en su resonancia 
de plasmones) y que éstas, en forma eficiente, puedan ser convertidas en calor (a 
través del efecto fototérmico), es un fenómeno particularmente atractivo que ha 
sido utilizado con eficacia para producir muerte celular.60 Sin embargo, hasta la 
fecha, el calor que se genera cuando la luz visible es absorbida por este tipo de 
nanomateriales no se ha utilizado para iniciar eventos de entrega de moléculas 
bioactivas. Esta técnica proporcionaría un novedoso método para romper enlaces 
químicos y liberar así compuestos bioactivos que se encuentran unidos a la 
superficie de las NP dentro de una célula sin dañar al resto de células. 
Recientemente, se ha desarrollado un nuevo método para aprovechar el calor 
local que disipan las NP cuando que se estimulan con luz visible, con el fin de 
desencadenar reacciones térmicas sobre la superficie de las NP sin aumentar 
significativamente la temperatura del medio ambiente circundante. Este enfoque 
tiene una ventaja sobre los demás en que los agentes específicos pueden ser 
entregados a una célula sin dañarla. Así Branda y cols., describieron un sistema 
que desencadena la liberación de un colorante fluorescente unido a una AuNP-
coreshell.61 
En esta unidad de investigación se conjugaron NPAu-b con carboxifluoresceína 
unidas un aducto de Diels-Alder de manera que al irradiar el conjugado de 
nanopartículas, con radiación láser, se produzca la liberación la 








Con la irradiación láseryunareacción retro Diels-Alder es posible producir la 
liberación de la carboxifluoresceína que se encuentra funcionalizada a la 























 3.1 Objetivos Generales. 
 
Por efecto de la irradiación, producir la liberación de la carboxifluoresceína, 
que se encuentra funcionalizada a la superficie de una nanopartícula de oro 
del tipo barra, mediante una reacción de retro Diels-Alder. 
 
 3.2 Objetivos Específicos. 
 
1.- Síntesis y caracterización de las Nano-Barras de oro(NPAu-b). 
 
2.- Síntesis y caracterización delespaciadorN,N'-(disulfanediylbis(ethane-2,1-
diyl))bis(6-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)hexanamide) (diSHA). 
 
3.-Síntesis de N-(furan-2-ylmethyl)-3',6'-dihydroxy-3-oxo-3H piro[isobenzofuran-
1,9'-xanthene]-5-carboxamide (CF-FAM). 
 
4.- Unión de la CF-FAM al espaciador diSHA. 
 
5.- Funcionalización de las NPAu-b con el compuesto CF-FAM-diSHA. 
 
6.- Irradiaciónde las NPAu-b funcionalizadas con CF-FAM-diSHA para producir 








IV Parte Experimental. 
 
 4.1 Reactivos. 
 
 Ácido 6-maleimidohexanoíco, C10H13NO4, 90%,MM:211.21g/mol,Sigma-
Aldrich  
 Maleimida, C4H3NO2, 99%, MM: 97.07 g/mol, Sigma-Aldrich. 
 5(6)-Carboxifluoresceína, C21H12O7, MM: 376.32 g/mol, Merck. 
 HBTU, C11H16N5O*F6P, ≥ 99.0 %, MM: 379.25 g/mol, Merck. 
 DIEA, C8H19N, 99.5%, MM: 129.24 g/mol, Sigma-Aldrich. 
 Cistamina, C4H12N2S2 x HCl, 98%, MM:225.2 g/mol, Sigma-Aldrich. 
 Ácido tetracloroáurico, HAuCl4,  99.99%, MM: 339.79 g/mol, Sigma-Aldrich. 
 Nitrato de plata, AgNO3, 99.999%, MM:169.87 g/mol, Sigma-Aldrich. 
 Borohidruro de sodio, H4BNa, 99%, MM:37.83 g/mol, Sigma-Aldrich. 
 CTAB, CH3(CH2)15N(Br)(CH3)3, 99.98%, MM:364.45 g/mol, Sigma- Aldrich. 
 Ácido ascorbico, C6H8O6, 99%, MM: 176.12 g/mol, Sigma- Aldrich. 
 2-Furfurilamina, C5H7NO, ≥ 99%, MM:97.12 g/mol, Sigma-Aldrich. 
 DMF, HCON(CH3)2, 99.8%, MM: 73.09 g/mol,  Merck. 
 Diclorometano, CH2Cl2, 99.8%, MM: 84.93 g/mol, Merck. 
 Hexano, C6H14, 95%, MM: 86.18 g/mol, Merck. 
 Metanol, CH3OH, 99.9%, MM: 32.04 g/mol, Merck 
 Acetato de etilo técnico 
 Hexano técnico. 
 Diclorometano técnico. 
 Sílica gel, Merck. 
 Nitrógeno gaseoso extra puro. 
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 4.2 Materiales. 
 
 Manto calefactor.  
 Balón de fondo redondo de 50, 100 y 250 ml. 
 Embudo de decantación de 60,100 y 250 ml. 
 Placa calefactora y agitadora. 
 Barra de agitación magnética. 
 Pinza de 3 dedos. 
 Nuez. 
 Soporte universal. 
 Argolla para embudo. 
 Balanza analítica. 
 Pesa sales. 
 Espátula. 
 Matraces aforados de 250 ml. 
 Columna cromatográfica. 
 Probeta de 10 ml. 
 Viales de 5 y 50 ml. 
 Vasos de precipitado de 100 ml. 
 Cánula. 
 Tubos de ensayo. 
 Tubos de Schlenk. 










 RMN Bruker 400 Ultrashield, Avance 400. 
 Espectrofotómetro UV/VIS specord S600 
 Centrifuga z326K, Hermle 
 Rotaevaporador Vacuubrand PC 510 NT 
 MALDI-TOF Microflex, BrukerDaltonics Inc. (Matrix - assisted làser 
desorption/ ionization time of flight) 
 Hplc-MS Esquire 4000 ,BrukerDaltonics GMBH  
 Fluorimetro de placas Biotek, Synergy 2 Multi-Mode Microplate Readers 




V Procedimiento Experimental. 
 
5.1 Síntesis de las nanobarras de oro (NPAu-b) 
 
Todo el material utilizado para la síntesis de las nanopartículas de oro fue lavado 
minuciosamente,para evitarcontaminación, con agua regia (ácido nítrico y ácido 
clorhídrico en proporciones 1:3). 
 
Las nanopartículas de oro, en forma de barras, se prepararon en tres etapas: 
 
a) Primera etapa: Preparación de las disoluciones. 
 
Seprepararonlas distintas soluciones que serían utilizadas para sintetizar las 
nanobarras de oro. 
Las soluciones fueron preparadas en diferentes viales ámbar de 50 ml y su 
preparación  se expone a continuación: 
 Solución de tetracloroáurico0.01M (3.4ml en 10 ml  agua mili Q). 
 Solución de ácido ascórbico al 0.1M (0.1761 g en 10 ml agua mili Q). 
 Solución de borohidruro de sodio al 0.01M (0.0039 g en 10 ml agua mili Q). 
 Solución de AgNO3 al 0.01M (0.0169 g en 10 ml  agua mili Q). 
 Solución de CTAB al 0.1M (1.82g en 50 ml  agua mili Q). 
 Solución de HCl 0.1M (0.414 ml de ácido en 50 ml de agua mili Q). 
 
b) Segunda etapa: Síntesis de las semillas de oro. 
 
En un vial ámbar de 50 ml se agregaron 9.75 ml de CTAB 0.1M, luego 250 µl de 
tetracloroáurico 0.01M. A esta disolución se le agregaron600 µl de borohidruro de 
sodio al 0.01M, para luego dejar agitando destapado el vial por 30 minutos. 
Pasadoeste tiempo se tapa el vial y se sigue agitando por 90 minutos más. 




          
Figura 13: Esquema síntesis de las semillas de oro. 
c) Tercera etapa: Crecimiento de las semillas de oro. 
 
En un vial ámbar de 50 ml se agregaron 9.5 ml  de CTAB 0.1M, 75 µl de nitrato de 
plata 0.01M, 500 µl de tetracloroáurico 0.01M, 55 µl de ácido ascórbico 0.1M y 250 
µl de ácido clorhídrico 0.1M. Esta disolución se deja agitar vigorosamente por un 1 
minuto. Finalmente, se le agregaron 12 µl de las semillas previamente 
sintetizadasen la segunda etapa. Luego de esto se dejan en reposo sin agitación 





                         
 
 
Figura 14:a) Esquema de etapa de crecimiento de AuNP-b. b) La imagen muestra solución resultante de 
nanobarras de oro. 
75 L AgNO
3
 0,01 M 




12 L solución núcleos 
- Reposo 10 minutos 
- Centrifugación  
   (15 minutos a 4000 rpm) 
- Resuspensión en CTAB 0,1 M 
   (10 ml CTAB 0,1 M) 




250 L HCl 0,1 M 






 0,01 M  
Agitación 30 minutos 
Reposo 90 minutos 
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5.2 Síntesis del espaciador N,N'-(disulfanediylbis(ethane-2,1-diyl))bis(6-(2,5-
dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)hexanamide) (diSHA) 
 
En un balón de 50 mL se disolvieron 556 mg (2,37 mmol) de ácido 6-
maleimidohexanoico 90% y 273 mg (1,19 mmol) de cistamina clorhidrato 98% en 3 
mL de DMF seca. La mezcla se enfrió a 0ºC y se mantuvo con agitación 
constante. A la mezcla se le agregaron 917 mg (2,37 mmol) de HBTU 98% y luego 
0,5 mL (2,98 mmol) de DIEA. La mezcla se dejó a temperatura ambiente durante 1 
hora. Luego, se agregó agua destilada fría a la mezcla. Se purificó el producto 
mediante cromatografía en columna (sílica gel, CH2Cl2: CH3OH 10:1). Se obtuvo 
un porcentaje de rendimiento del 52% El producto diSHA (figura 15) fue 
caracterizado mediante HPLC-MS y RMN 1H. 
 
 




5.3 Síntesis de N-(furan-2-ylmethyl)-3',6'-dihydroxy-3-oxo-3H 
spiro[isobenzofuran-1,9'-xanthene]-5-carboxamide (CF-FAM) 
 
En un vial ámbar de 50 ml se agregaron 376 mg (1,00 mmol) de 
carboxifluoresceína (CF), junto con 379,3 mg (1,00 mmol) de HBTUen 
aproximadamente 4 ml de 2,5-dimetilfurano seco, esto se dejó a 0°C. La mezcla 
resultante se dejó bajo agitación constante hasta que estuvo completamente 
disuelto. Posteriormente, se agregaron 332 µl (2,00 mmol) de N,N-
Diisopropiletilamina (DIEA) y se dejó activar durante 15 minutos. Luego se 
agregaron 88,4 µl (1,00mmol) de 2-furfurilamina (FAM). La mezcla resultante se 

















columna de silica-gel utilizando acetato de etilo. Después de esta columna, el 
producto aún impuro,se separó mediante una placa de silica-gel preparativa con 
una mezcla de acetato de etilo: ácido acético 99:1. El porcentaje de rendimiento 
obtenido fue del 62%. El producto puro fue caracterizado mediante HPLC-MS 






Figura 16:Esquema de la estructura N-(furan-2-ylmethyl)-3',6'-dihydroxy-3-oxo-3H spiro[isobenzofuran-1,9'-
xanthene]-5-carboxamide (CF-FAM). 
 
5.4Unión de la CF-FAM al espaciadordiSHAmediante una reacción de Diels-
Alder. 
En un vial ámbarse agregaron 2 eq de CF-FAM, 12,6 mg y 1 eq de 
espaciadordiSHA, 6,3 mg en una mezcla 2:1 de diclorometano-metanol 3 ml. 
Dejándose la reacciónover-nightcon agitación constante. 
Posterior a esto, se eliminó toda la mezcla de solvente por medio de alto vacío 
utilizando la líneashlenk. Una vez finalizado el proceso, el producto fue guardado a 
4 ºC y el vial envuelto en papel de aluminio. 
CF-FAM-diSHA 



































5.5 Funcionalización de las NPAu-b con el compuesto CF-FAM-diSHA. 
En un vial color ámbar de 50 ml se añadieron10 ml de solución de NPAu-b de 
concentración 5nM. Posteriormente, a las NPAu-b se les fue adicionando la 
disolución de CF-FAM-diSHA, de concentración 0,5mg en 1 ml de DMF, 
previamente sintetizado en el punto 5.4, con agitación constante, siguiendo el 
esquema de la siguiente tabla: 
 
Tabla 1:Adiciónde CF-FAM-diSHAalasNPAu-b para su funcionalización. 
 
Una vez adicionadounvolumen total de 450 µl se dejó en agitación constante y a 
temperatura ambiente durante 24 horas para completar la funcionalización. 
Finalmente, para eliminar el exceso de compuesto que no quedo funcionalizado a 
la superficie de la NPAu-b, la disoluciónfue centrifugada a 4000 rpmpor 60 
minutos. El sobrenadante fue eliminado  y el pellet fue resuspendido en agua Milli-













 5.6 Irradiación de las 
producir la liberación de la carboxifluoresce
 
Una muestra de 250 µl de 
irradiada con un láser de 808 nm 
cerrada, donde el láser fue puesto sobre la muestra de tal manera que 
luz  atraviese el seno de 
durante 30, 90 y 160 minutos.
 
 
Figura 18:Representación del montaje de irradiación. La muestra, que se encuentra en el tubo, fue irradiada 
longitudinalmente con un láser de 808 nm.
 
Una vez terminada cada irradiación se midió la emisión de f
(unidades de fluorescencia relativas). Se tomó una alícuota de 100 µl de la 
muestra NPAu-b-CF-FAM-
pocillos opaca. La muestra fue p
muestra a una longitud de onda de 475 nm y se midió
entre 500 y 650 nm.  
 
 
NPAu-b funcionalizadas con CF-FAM
ína (CF). 
NPAu-b funcionalizadas con CF-FAM
y con una potencia de 350 mW en una cámara 




luorescencia en R.F.U. 
diSHA recién irradiada y se puso en una placa de 96 
uesta en el fluorímetro de placas y se excitó




el haz de 
e irradiada 
 la 
 VI Resultados. 
6.1Síntesis y caracterización de las Nano
 
Las AuNP-b fueron obtenidas siguiendo el protocolo de síntesis mediada por 
semillas reportada por Nikoobakht y El
Fueron caracterizadas por diferentes técnicas como espectrofotometría 
Nir,  STEM y dispersión dinámica de la luz (DLS)
El espectro de absorción de las NPAu
bandas características para l
máximo de absorción para la banda longitudinal de 7
relaciones de aspecto reportadas en la literatura. El pico es angosto lo q
indicando una distribución 
de absorción transversal en 5
ausencia de formas esféricas, ya que justamente a esa longitud de onda se ubica 
el máximo de absorción característico de las NP
(figura 20-a) no se observa
aspecto de la gran mayoría fluctúa 
relación de aspecto de la figura 
200 NPAu-b, y es lo que se esperaba  según lo observado en los espectros de 
absorción.  
Figura 19: Espectroscopia Vis-IRC de las NPAu
760nm (transversal y longitudinal, respectivamente).
 
-Barras de oro (NPAu
-Sayed y modificadas por McQueen
. 
-b desnudas (figura 19) presenta las dos 
as NPAu-b, la longitudinal y la transversal. Con un 
60 nm, lo cual concuerda con 
detamaño de las nanopartículas uniformes. La banda 
12 nm no presenta ningún hombro lo que
Au-e. En la imagen de 
 agregación visible de las NPAu-b y la relación de 
en 3, como se indica en el histograma de 
20-b, el cual fue realizado con una población de 
 







 indica la 
STEM 
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Figura 20:a)Imagen de STEM de NPAu
(largo/ancho) de las NPAu-b obtenido de las imágenes de STEM.
En la figura 22 se muestra las mediciones de r
en  suspensión  mediante  fluctuaciones  de  la  luz dispersadas por el coloide. En 
este caso se obtuvo un radio hidrodinámico de la NPAu
35.77nm con un PdI (indice de polidispersidad)
 


















-b (la barra representa 40 nm) b) Histograma de relaciones de aspecto 
 
adio hidrodinámico de las NPAu
-b de 9.79nm y un largo de 
 de 0.811. 
 DLS (Dynamic light scattering) de las NPAu
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En la figura23 se observa el potencial zeta para las NPAu-b con un valor de +43,4 
mV característico para este tipo de nanopartículas debido que su agente 





























Record 13: GNR 20161214 3
 40 
 
6.2Síntesis y caracterización del espaciadorN,N'-(disulfanediylbis(ethane-2,1-
diyl))bis(6-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)hexanamide) (diSHA). 
Este producto se obtuvomediante la reacción del ácido 6-maleimidohexanoico y la 
cistamina clorhidrato mediante la activación del ácido carboxílico con el activador 
HBTU para formar el enlace amida. El producto obtenido fue purificado mediante 
cromatografía en columna  (CH2Cl:CH3OH 10:3).El producto puro fue 
caracterizado mediante HPLC/MSy 1H RMN. 
En el espectro la figura 24-a se muestra el cromatograma de alta resolución 
(HPLC: H2O/ACN 0-100% en 15 minutos) con un tiempo de retención de 4,368 
min correspondiente al producto sintetizado. En la figura 24-b se observa el ion 
















Figura 23: Caracterización de diSHA a) HPLC: H2O/ACN; 0-100% en 15 minutos. Columna 
Waterpeptideseparation C18 3,5 μm 4,6x100 mm. b) Espectro de masas (Electrospray, modo positivo) del 








En la figura 25 se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de protones 
correspondiente al producto diSHA. En él se puede observar las señales 1H RMN 
(400 MHz, DCCl3:δ: 7.26 (s, 4H), 4.09 (t, 4H; t, 4H), δ3.37 (t, 4H), δ2.26 (t, 4H), δ2.13 
(m, 8H), δ1.90 (m, 4H).  
 
 
Figura 24: Espectro de 
1
H RMN diSHA (400 MHz CDCl3). 
1
H RMN (400 MHz, DCCl3): δ: 7.26 (s, 4H), 4.09 (t, 4H; 












La síntesis de la CF-FAM se llevó a cabo mediante la reacción de la 
carboxifluoresceína (CF)activando su grupo carboxílico con HBTU y posterior 
reacción con la 2-furfurilamina (FAM). El mecanismo de la reacción propuesto se 
observa en la figura 26.La mezcla resultante se dejó reaccionar por 72horas. El 
producto crudo se purificó mediante cromatografía en columna de silica-gel. El 
producto fue purificado mediante una placa de silica-gel preparativa como solvente  











En el espectro la figura 2
(HPLC: H2O/ACN 0-100% en 15 minutos) con un tiempo de retención 
min correspondiente al producto sintetizado. En la figura 2







Figura 26: Espectro de masas (electrospray, modo positivo) obtenido para 
dihydroxy-3-oxo-3H spiro [isobenzofuran




7-a se muestra el cromatograma  de alta resolución 
































Este compuesto se obtuvo por re
compuesto diSHA dando mayoritariamente el aducto
En el proceso de formación de enlaces el dieno y el dienófilo se aproximan en 
planos paralelos y  a medida que se va
terminales del dieno y del dienófilo se rehibridizan desde sp
concertado (figura 28). El producto endo es el producto de control cinético: es 
menos estable que el exo
producto exo es el producto de control termodinámico: es más estable que el endo 
pero se forma más lentamente.
 
















acción de cicloadición entre la CF
 endo, respecto al aducto 
n formando los enlaces, los carbonos 
2 a sp3 en un proceso 
, pero se forma más rápidamente. Por el contrario, el 
 
-Alder entre la CF-FAM y el espaciador diSHA. 
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Esta reacción de cicloadición
la ruptura de enlaces en el compuesto 
embargo, el equilibrio involucrado en esta reacción es fuertemente dependiente de 
la temperatura, y procede fácilmente a temperatura
En el espectro se observa claramente los fragmentos 


















 resulta adecuada dado que a temperatura ambiente 
CF-FAM-diSHA apenas se produce. Sin 
s superiores a 60 ºC. 
[M+2H/2+]+= m/z 725 y el 
29) 









 los iones 
 6.5 Funcionalización de las NPAu
 
Se funcionalizaron las nanopartículas de oro (NPAu
incubación de una mezcla de NPAu  con el compuesto 
unión de estas moléculas a la superficie de oro se da a través de un proceso 
de quimisorción del grupo tiol o del puente disulfuro sobre la superficie del 
oro(figura 30).  
 
Figura 29:Esquema de la funcionalización de las NPAu
Para eliminar la fracción de compuesto 
las NPAu-b se centrifugó y posteriormente el precipitado fue resuspendido en 
agua Milli-Q. Las nanopartículas fueron carac
UV-Vis (figura 31). 
 
-b con el compuesto CF-FAM-diSHA.














Figura 30: Espectro de UV-Visible de las NPAu-b conjugadas al cicloaducto de Diels-Alder 
En la figura 32se pueden observar los espectros UV visible de una solución de  
NPAu-b sin conjugar y uno de NPAu-b conjugadas con CF-FAM-diSHA. En los 
espectros se observa un corrimiento batocrómico, de ambos peaks, cuando las 
NPAu-b se encuentran conjugadas pasando de 512nm a 526nm y de 760 nm a 
779 nm, respectivamente. 
 
Figura 31: Superposición de losespectrosUV-visible de lasNPAu-b no conjugados versus las NPAu-b 
conjugados con el CF-FAM-diSHA. 
 
 


















6.6 Irradiación del nanocompuesto NPAu-b-CF-FAM-diSHA con un láser de 
808 nm. 
Previo a la irradiación de la solución de NPAu-b funcionalizadas con CF-FAM-
diSHA fueron centrifugadas, con el fin de eliminar todo el exceso de compuesto no 
funcionalizado sobre la superficie de la NPAu-b. El pellet obtenido después de la 
centrifugación fue resuspendido en agua Milli-Q. A esta solución, aún sin 
irradiar,se le midió la fluorescencia,obteniéndoseel espectroindicado en la figura 
33. Los niveles de fluorescencia en la solución fueron de 680 R.F.U.La señal de 
fluorescencia de la CF se encuentra apagada (quenching) cuando se encuentra 
unida a través del linker a la nanopartícula de oro.  
 
 
Figura 32:Espectros de fluorescencia de una solución de NPAu-b-CF-FAM-diISHA sin irradiar con un valor 
máximo de 680 R.F.U 
Una vez obtenida la fluorescencia basal de la solución se procedió a irradiar la 
solución deNPAu-b funcionalizadas con CF con un láser de 808 nm y 350 mW de 
potencia como se representa en la figura 34, a diferentes intervalos de tiempo 
como se indicó en la parte experimental. 
 
 Figura 33. Representación de una nanopartícula
irradiación con láser. 
La liberación de la CF desde la superf
debido a la reacción de retro
niveles de carboxifluoresceina liberados a la solución. 
Así entonces, para evaluar la liberación de la 
obtuvieron los espectros de emisión de la fluorescencia para los diferentes 
tiempos En la Figura 35, se 
en la solución hasta llegar a un valor máximo de 4500 
liberación de CF desde la superficie de la nanopartícula de oro mediante la 
reacción retro Diels-Alder.  
 
-barra de oro funcionalizada con CF antes y después de la 
icie de la NPAu-b, por efecto fototérmico, 
-Diels-Alder fue seguida mediante la medición de los 
 
CF, luego de la irradiación
aprecia el aumento de la intensidad de fluorescencia 









Figura 34: El histograma muestra la variaciónde la fluorescencia respectoa los tiempos de irradiación. Se 
aprecia el aumento de la fluorescencia en la solución a medida que aumenta el tiempo de exposición de la 
muestra a la irradiación alcanzando los 4.500 R.F.U. 
 
Los resultados expuestos muestran que las nanopartículas de oro 
funcionalizadas con CF, unidas covalentemente a un espaciador del tipo Diels-
Alder, han sido liberadas de la superficie de la nanopartícula de oro después de 
irradiarlas con un láser de 808 nm. Estos resultados podrían permitir hacer una 
liberación controlada espacial y temporal de una molécula activa logrando así un 













 Se sintetizaron las NPAu-b siguiendo la metodología descrita 
caracterizándolas mediante STEM, UV-Visible, DLS y potencial zeta.Se 
obtuvieron las AuNP-b con relación de aspecto largo/ancho 3:1 las que son 
adecuadas para aplicaciones biomédicas, debido a su plasmón superficial 
centrado en la región del NIR. 
 Se  sintetizó el espaciador derivado del ácido 6-maleimidohexanoico diSHA, 
logrando obtener un porcentaje de rendimiento del 52 % y fue caracterizado 
mediante HPLC-MS y 1H RMN. 
 Se sintetizó l a amida furfurílica de carboxifluoresceína  CF-FAM obteniendo 
un porcentaje de rendimiento del 62 %. Fue caracterizada mediana HPLC-
MS. 
 Se obtuvo el compuesto formado por la amida furfurílica de 
carboxifluoresceína(CF-FAM)y espaciador (diSHA) mediante una reacción 
de Diels-Alder. 
 Se funcionalizaron las NPAu-b al aducto de Diels-Alder (CF-FAM-diSHA) 
mediante el procedimiento descrito obteniéndose el conjugado que 
conserva la banda plasmónica y presenta estabilidad coloidal. 
 Se irradió el complejo de NPAu-b-CF-FAM-diSHA con un láser de 808nm y 
a 350 mW, lográndose la liberación de la carboxifluoresceína desde la 
superficie de la nanopartícula de oro. 
 Las proyecciones de este trabajo de investigación seránirradiar compuestos 
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